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 学位論文の要約 
HO-1 inhibits IL-13-induced goblet cell hyperplasia 
associated with CLCA1 suppression  
in normal human bronchial epithelial cells 
（HO-1は正常ヒト気道上皮細胞において IL-13による杯細胞過形成を 
CLCA1 の抑制を介して抑制する） 
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1．序論 
気管支喘息症例の気道においては，気道上皮細胞の剥離脱落や好酸球・Tリンパ球・好中
球などの炎症細胞浸潤，気道上皮の杯細胞化生，粘膜下腺の過形成などの粘液過分泌を示
す構造的・機能的異常がみられる．喘息により死亡した症例の剖検肺における特徴のひと
つとして，粘液栓による気管支閉塞が起こっていることが報告されている(Fahy 2001)．気
道粘液過剰産生の制御は喘息治療におけるターゲットのひとつであると考えられる．Mucin
（MUC）5ACは喘息の気道における粘液中の主要コンポーネントであり，Th2サイトカイ
ンのひとつである IL-13 は気道上皮細胞において MUC5AC の産生を増加させ，杯細胞過
形成を引き起こすことが知られている(Zhu, Homer et al. 1999)．これまでの報告によると、
IL-13レセプターは JAK/STAT6経路を介し，MUC5AC産生の誘導に関わると考えられて
いる(Kuperman, Huang et al. 2002)． 
Heme oxygenase-1(HO-1)はストレス誘導性蛋白の一種でヘム鉄の分解酵素である．その
分解産物であるビリベルジン、一酸化炭素、二価鉄（Fe2+）は抗酸化作用や抗炎症作用をも
つ．これまでの研究において，HO-1 の高発現は喘息や COPD 等の慢性気道炎症性疾患に
おいても抗炎症効果を表すことが示唆されている(Slebos, Ryter et al. 2003)．しかしながら，
喘息における杯細胞過形成や粘液産生に対し，HO-1の誘導が及ぼす影響については十分な
検討がなされていない． 
我々は，IL-13 で刺激した正常ヒト気道上皮(NHBE)細胞を用い，惹起された MUC5AC
産生および杯細胞過形成に対し HO-1 が及ぼす影響を調べた．さらにそのメカニズムにつ
いて検討をおこなった． 
 
2．実験材料と方法 
まず正常ヒト気道上皮（NHBE）細胞に対して HO-1の誘導物質である Heminの投与が
与える影響について，WST-1 アッセイを用いて検討し以降の実験に用いる至適濃度を決定
した．IL-13（5ng/mL）存在あるいは非存在下にNHBE細胞を Air-liquid-interface（ALI）
法を用いて培養し分化させた．ALI 法の開始日を Day0 として，Day14 時点の細胞破砕物
および上清を採取し解析に用いた．Hemin添加群・非添加群において細胞破砕物中の HO-1
蛋白分泌および mRNA 発現を比較し，上清中の MUC5AC 蛋白分泌量と mRNA 発現量を
比較した．さらに HO-1の阻害物質である錫プロトポルフィリン IX （SnPP-IX）を添加し
た場合に，その効果が打ち消されるか検証をおこなった．蛋白分泌量の測定は ELISA 法を
用い，mRNA の発現量についてはリアルタイム PCR 法で測定した．Day14 時点でパラフ
ィン標本を作製し，Hematoxylin-Eosin（HE）染色を用いて組織学的検討を行った．HO-1
の作用機序の検討のため，IL-13 による MUC5AC の誘導に関連すると考えられている
Forkhead box A2 （FOXA2），SAM pointed domain-containing ETS transcription factor 
（SPDEF）,  Chloride channel accessory 1 （CLCA1） mRNA の発現についても評価し
た．STAT6のリン酸化についてはWestern blotting法を用いて測定を行った．統計解析に
は unpaired t-testを用い，p < 0.05を有意とみなした． 
 
3．結果と考察 
Hemin の投与は 0.5～8 µM の範囲で NHBE細胞の増殖に影響を与えなかったため，以
降の実験には 0.5～4µMの濃度で用いた．Heminは NHBE細胞における HO-1の産生およ
びmRNA発現を濃度依存性に亢進した．IL-13添加によってMUC5AC蛋白量とMUC5AC 
mRNAの発現は有意に増加した．Heminは IL-13添加により誘導されたMUC5AC蛋白分
泌量を濃度依存性に抑制し（図 1-A），MUC5AC mRNA発現量も有意に抑制した（図 1-B）．
組織学的にもHeminは IL-13添加によって起こる杯細胞過形成を抑制した（図 2-C）．阻
害剤である SnPP-IXの添加によりHO-1誘導によって及ぼされたMUC5AC産生の抑制お
よび杯細胞過形成は打ち消され，回復する傾向がみられた(図 2-E)．関連が考えられた
FOXA2 mRNA（図 3-A）及び SPDEF mRNA（図 3-B）の活性や STAT6のリン酸化（図
4）には Hemin投与による影響がみられなかったが，CLCA1 mRNAについては Hemin投
与により有意に抑制され，SnPP-IX 投与により回復する傾向がみられた（図 3-C）．これ
らの結果により，HO-1の作用は CLCA1の抑制に関連してもたらされたと考えられた． 
NHBE 細胞において HO-1 は IL-13 によって誘導された MUC5AC 発現および杯細胞過
形成を抑制し，その効果は CLCA1の抑制と関連していると考えられた．HO-1の誘導が慢
性気道炎症性疾患における重要な病態のひとつである粘液過分泌状態に対する治療戦略の
一つとなる可能性が示された．
図 1 ヘミン投与によるMUC5AC 蛋白量（A）およびMUC5AC mRNA活性（B）
への影響 
**p < 0.01, ***p < 0.001（IL-13＋,Hemin－,DMSO＋ 群との比較） 
図 2 組織写真（HE染色） 
黒下向き三角（▼）は杯細胞をしめす． 
 
 図 3 ヘミン投与による FOXA2 （A），SPDEF （B），CLCA1 （C） mRNA 
活性への影響 
*p < 0.05 （IL-13＋，Hemin－，SnPP－群との比較） 
✝p < 0.05（IL-13＋，Hemin＋，SnPP－群との比較） 
図 4 ヘミン投与による STAT6リン酸化への影響 
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